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SUPPORT SOLIDE POUR L ' IMMOBILISATION D ' OLIGONUCLEOTIDES 



DESCRIPTION 

Domaine technique 

5 L ' invention concerne un support solide pour 

1 ' immobilisation d ' oligonucleotides . Elle concerne 
aussi un procede de realisation d ' un tel support 
solide . 

Le support solide de 1 ' invention est 
10 notamment utilisable pour realiser des dispositifs 
d' analyse biologique miniaturises ou biopuces . Ces bio- 
puces selon 1 1 invention peuvent etre utilisees par 
exemple pour le sequencage, pour le criblage (ou 
"screening" en anglais) du polymorphisme simple de 
15 nucleotide (SNP), 1 ' etude de l'expression des genes, 
1 ' identification de microorganismes , 1 ' etude du 
transcr iptome... 

Etat de la technique anterieure 

Les biopuces mettent en aeuvre une technique 
20 de greffage d ' oligonucleotides sur un support solide. 
Ces oligonucleotides peuvent etre obtenus par une 
reaction de polymerisation en chaine (PCR) qui fournit 
des fragments d ' ADN de quelques centaines de bases. lis 
peuvent etre presynthetises , auquel cas ils comportent 
25 entre 6 et 100 meres, ou synthetises in situ auquel cas 
ils comportent entre 6 et 60 meres. 

La fabrication et 1 ' utilisation de 
microreseaux (ou "microarrays " en anglais) contenant 
des sondes biologiques relevent d'un domaine qui se 
3 0 developpe rapidement . Les microreseaux peuvent etre 
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fabriques par synthese parallele directement sur un 
support solide. lis conduisent dans ce cas a des 
biopuces de haute densite (plus de 5000 sondes) . Les 
microreseaux peuvent aussi etre fabriques par 
5 immobilisation de sondes sur la surface du support 
solide d'une biopuce. Cette derniere methode est plus 
versatile puisqu'elle permet a la fois 1 ' utilisation de 
produits naturels ou synthetiques qui peuvent etre 
purifies avant 1 ' immobilisation . 
10 Les supports solides sur lesquels les 

molecules biologiques sont generalement deposees sont 
des supports en verre, en silicium, en gel de 
polyacrylamide, en polymere (voir le brevet americain 
N° 5 919 523), en plastique (plaques micropuits) . II 
15 peut s'agir de membranes en nylon. 

Differentes techniques sont utilisables 
pour deposer les composes biologiques sur les supports 
en des sites determines. Le pipetage permet le depot de 
microgouttes sur les sites : par jet d'encre, 
20 piezoelectrique ou par la methode dite "pin and ring". 

Quelle que soit la methode de depot, le 
support solide doit etre traite pour fournir des 
surfaces d'accrochage ou de greffage pour les molecules 
biologiques. Ce traitement de surface assure la 
25 formation de fonctions chimiques qui sont generalement 
des fonctions hydroxyles. Ces fonctions permettent 
d 1 assurer les etapes chimiques ulterieures de greffage. 
De plus, la densite des sites disponibles a cette etape 
va determiner la densite finale de sondes biologiques 
3 0 sur le support. 
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Pour des supports en verre ou en silicium 
recouvert u un<d louluc ^ u^y^c, un >_ L.w_y uy ^»ij.uiiyjue 
de la surface permet de lui conferer des groupements 
hydroxyles , des molecules SiCb de surface donnant du 
SiOH. Le nettoyage peut etre realise sous des 
conditions basiques (au moyen de soude ou d'ammoniaque) 
ou sous des conditions acides (au moyen d'acide 
chlorhydrique , d'acide sulf ochromique ou d'acide sulfo- 
oxygene) . Des mesures faites par la methode d' angle de 
goutte permettent de caracteriser l'efficacite de la 
transformation de l'etat de surface du support. 
L'efficacite du traitement sur 1 ' immobilisation des 
sondes est caracterisee par hybridation avec des cibles 
complementaires . Les observations de fluorescence 
montrent que, plus la surface du support est 
hydrophile, meilleure est 1 ' immobilisation des sondes, 
ce qui permet l'obtention d ' une plus grande densite de 
sondes sur le support . 

Cependant, les supports solides de 1 ' art 
connu presentent une homogeneite de surface pour la 
fixation des oligonucleotides qui n'est generalement 
pas assez sat isf aisante . 

Expose de 1 1 invention 

La presente invention permet de remedier a 
ce probleme de manque d 1 homogeneite pour la fixation 
des oligonucleotides. 

Un premier objet de 1 ' invention consiste en 
un support solide presentant une surface pour 
1 ' immobilisation d ' oligonucleotides , caracterise en ce 
que ladite surface est la surface d ' un materiau choisi 
parmi Hf 0 2 , TiCb, Ta 2 0 5 , Zr0 2 et un melange comprenant au 
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moins l'un de ces materiaux, ladite surface ayant subi 
un traitement pour la rendre hydrophile. 

Avantageusement , le materiau se presente 
sous la forme d ' une couche deposee sur un substrat. 
5 Cette couche peut posseder une epaisseur comprise entre 
quelques nanometres et un micrometre. Le substrat peut 
etre un substrat choisi parmi les substrats en verre, 
en plastique et en semiconducteur , par exemple en 
silicium. 

10 Le materiau presentant cette surface 

d ' immobilisation d 1 oligonucleotides peut etre un 

melange comprenant Si0 2 - 

Un deuxieme objet de 1 ' invention consiste 

en une biopuce comprenant un support solide pour 
15 1 ' immobilisation d ' oligonucleotides tel que defini ci- 

dessus . 

Un troisieme objet de 1 ' invention consiste 
en un procede de realisation d ' un support solide 
presentant une surface pour 1 ' immobilisation 
20 d ' oligonucleotides , le support comprenant un substrat 
supportant une couche de materiau dont la face libre 
constitue ladite surface, caracterise en ce qu'il 
comporte les etapes suivantes : 

- fourniture dudit substrat, 

25 - depot sur le substrat d ' une couche d ' un 

materiau choisi parmi HfOo, Ti0 2 , Ta 2 O s , Zr0 2 et un 
melange comprenant au moins l'un de ces materiaux, 

- traitement de la face libre de ladite 
couche pour la rendre hydrophile. 

30 
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L'etape de depot peut consister a deposer 
une couche de materiau d'une epaisseur comprise entre 
quelques nanometres et un micrometre. 

L'etape de fourniture du substrat peut 
consister a fournir un substrat choisi parmi les 
substrats en verre, en plastique et en semiconduc teur . 

L'etape de depot peut consister a deposer 
un materiau comprenant Si0 2 . 

L ' etape de depot peut mettre en oeuvre une 
methode de depot choisie parmi 1 ' evaporation sous vide, 
la pulverisation par faisceau d ' ions , la pulverisation 
radio-frequence, la pulverisation magnetron, le depot 
en phase vapeur de couches atomiques (ALCVD) et le 

depot sol-gel . 

L'etape de traitement de la face libre de 
la couche deposee peut consister a nettoyer la couche 
par une solution basique ou par une solution acide. 

Le procede peut comporter une etape 
supplementaire consistant a structurer la face libre de 
ladite couche. Cette etape de structurat ion peut mettre 
en oeuvre une technique choisie parmi la gravure seche, 
la gravure humide et le "lift-off". 



Breve description du dessin 

L' invention sera mieux comprise et d'autres 
avantages et particularites apparaitront a la lecture 
de la description qui va suivre, donnee a titre 
d'exemple non limitatif, accompagnee du dessin annexe 
qui est vue en perspective d 1 un support solide 
presentant une surface pour 1 ' immobilisation 
d ' oligonucleotides , selon 1' invention. 
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Description detaillee d'un mode de realisation de 
1 ■ invention 

La figure annexee est une vue en 
5 perspective d'un support solide 1 selon 1' invention. Le 
support solide 1 comprend un substrat 2 en un materiau 
permettant le depot d 1 une couche dont la face libre est 
destinee a constituer une surface pour 1 ' immobilisation 
d 1 oligonucleotides . Le substrat 2 est par exemple en 
10 silicium. 

Une couche 3 est deposee sur le substrat 2 . 
Elle sert de precurseur d'accrochage pour les 
oligonucleotides. Elle est constitute, en partie ou en 
totalite, d'un oxyde (ou de plusieurs oxydes) de metal 

15 refractaire Ti0 2 , Zr0 2 , Hf0 2 ou Ta 2 O s . La couche deposee 
est une couche mince d'epaisseur comprise entre 
quelques nm et 1 urn . Cette couche peut etre deposee par 
evaporation sous vide par canons a electrons a une 
temperature comprise entre 50 et 200°C environ. Elle 

20 peut etre egalement deposee par pulverisation par 
faisceau d' ions (IBS), par pulverisation radio- 
frequence ou magnetron. On peut citer egalement une 
technique recehte de depot : le depot en phase vapeur 
de couches atomiques (ALCVD) . On peut citer aussi le 

25 depot sol-gel . 

Les materiaux pouvant constituer la couche 
mince selon 1 ' invention peuvent etre deposes, par les 
techniques d ' evaporation PVD (canons a electrons, IBS, 
pulverisation...) , indi f f eremment sur du verre, du 

30 plastique, du silicium. 
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Les oxydes de ces metaux sont tres stables 
vis-a-vis de solutions basiques, ce qui pexmet une 
transformation lente et uniforme de la surface. 

Sans aucun traitement de surface, ces 
5 materiaux sont hydrophobes. Dans le cas de 1 ' oxyde 
d' hafnium, la mesure d' angle de goutte d ' eau conduit a 
une valeur de 60°. Selon le traitement basique 
effectue, 1' angle de goutte varie de 35° a 6°. 

Des supports ainsi traites ont ete utilises 
10 pour faire croitre des oligonucleotides par synthese in 
situ sur un support constitue d ' une couche de Hf0 2 sur 
un substrat en silicium. Pour un echantillon de faible 
hydrophilie (35°), le signal de fluorescence, apres 
hybridation de sondes de 2 0 meres par des cibles 
15 complementaires , est faible et non uniforme. Un 
echantillon fortement hydrophile (6°) presente une 
nette amelioration, principalement en terme 

d ' unif ormite . 

L'uniformite obtenue a ete comparee a celle 

20 d ' un support solide couramment utilise a savoir un 
support forme d'un substrat en silicium recouvert d ' une 
couche d' oxyde thermique de 0 , 5 urn d'epaisseur. Par 
rapport a ce support solide de 1 ' art connu, le support 
selon 1' invention (Hf0 2 sur Si) procure une 

25 amelioration de l'uniformite du signal de fluorescence. 

Le meme resultat a ete obtenu avec un 
substrat en verre recouvert d ' une couche de HfO z apres 
immobilisation par liaison covalente de sondes de 20 
meres presynthe t i sees . 
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Ce type de depot peut aussi etre utilise 
pour des biopuces employant la methode d ' immobilisation 
de sondes par interactions electrostat iques . 

Le depot de ces oxydes de metaux 
5 refractaires permet tous les types de greffage utilises 
dans les technologies des biopuces, a savoir tout 
support (verre, silicium, plastique) et tout type de 
technique de greffage biologique (synthese in situ, 
immobilisation par liaison covalente ou liaisons 
10 electrostatiques ) . 

Les resultats des mesures montrent une 
amelioration de l'uniformite des signaux de 
fluorescence par rapport a 1 ' etat de 1 ' art . 



15 
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REVENDICATIONS 



1. Support solide (1) presentant une 
surface (4) pour 1 ' immobilisation d 1 oligonucleotides , 
caracterise en ce que ladite surface (4) est la surface 
d'un materiau choisi parmi Hf0 2 , Ti0 2 , Ta 2 O s , Zr0 2 et un 
melange comprenant au moins 1 ' un de ces materiaux, 
ladite surface ayant subi un traitement pour la rendre 
hydrophile . 

2. Support solide selon la revendicat ion 1, 
caracterise en ce que le materiau se presente sous la 
forme d ' une couche (3) deposee sur un substrat (2). 



3. Support solide selon la revendicat ion 2, 
caracterise en ce que la couche (3) possede une 
epaisseur comprise entre quelques nanometres et un 
micrometre . 

4. Support solide selon 1 ' une des 
revendications 2 ou 3, caracterise en ce que le 
substrat (2) est un substrat choisi parmi les substrats 
en verre, en plastique et en semiconducteur . 

5. Support solide selon la revendicat ion 4, 
caracterise en ce que le substrat (2) est en silicium. 

6. Support solide selon 1 ' une quelconque 
des revendications 1 a 5, caracterise en ce que ledit 
materiau est un melange comprenant Si0 2 - 
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7. Biopuce caracterisee en ce qu'elle 
comprend un support solide (1) pour 1 ' immobilisation 
d ' oligonucleotides selon l'une quelconque des 
revendicat ions 1 a 6 . 

8. Procede de realisation d ' un support 
solide (1) presentant une surface (4) pour 
1 ' immobilisation d ' oligonucleotides , le support (1) 
comprenant un substrat (2) supportant une couche (3) de 
materiau dont la face libre constitue ladite surface, 
caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes : 

- fourniture dudit substrat (2) , 

- depot sur le substrat (2) d 1 une couche 
(3) d ' un materiau choisi parmi Hf0 2 , Ti0 2 , Ta 2 0 5 , Zr0 2 et 
un melange comprenant au rnoins 1 'un de ces materiaux, 

- traitement de la face libre de ladite 
couche (3) pour la rendre hydrophile. 

9. Procede selon la revendication 8, 
caracterise en ce que 1 ' etape de depot consiste a 
deposer une couche (3) de materiau d ' une epaisseur 
comprise entre quelques nanometres et un micrometre. 

10. Procede selon la revendication 8, 
caracterise en ce que 1 ' etape de fourniture du substrat 
(2) consiste a fournir un substrat choisi parmi les 
substrats en verre, en plastique et en semiconduc t eur . 

11. Procede selon la revendication 8, 
caracterise en ce que 1 ' etape de depot consiste a 
deposer un materiau comprenant SiO ;; . 
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caracterise en ce que 1 ' etape de depot met en oeuvre une 
methode de depot choisie parmi 1 ' evaporation sous vide, 
la pulverisation par faisceau d'ions, la pulverisation 
radio- frequence, la pulverisation magnetron, le depot 
en phase vapeur de couches atomiques (ALCVD) et le 
depot sol-gel. 



13. Procede selon la revendicat ion 8, 
caracterise en ce que 1 ' etape de traitement de la face 
libre de la couche (3) deposee consiste a nettoyer la 
couche par une solution basique ou par une solution 
acide . 



14. Procede selon la revendicat ion 8, 
caracterise en ce qu'il comporte une etape 
supplementaire consistant a structurer la face libre de 
ladite couche (3) . 



15. Procede selon la revendicat ion 14, 
caracterise en ce que 1 ' etape de structuration met en 
oeuvre une technique choisie parmi la gravure seche, la 
gravure humide et le "lift-off". 
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